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RESUMEN

La Microscopia Electrénica de Transmision permite determinar la composicion quimica, tanto cualitativa co-
mo cuantitativa, de particulas de reducido tamaiio —del orden de | p— o de zonas limitadas de éstas —unas dece-
nas de A—. En este trabajo se describen detalladamente los sistemas de preparacion de muestras, en polvo y me-
diante adelgazador idnico, asi como las condiciones instrumentales mds adecuadas para la optimizacién del mi-
croandlisis en un equipo ZEISS EM 10C. Igualmente se detallan los factores de proporcionalidad que deben ser
empleados para el calculo de la composicién quimica de un mineral y las operaciones que han de realizarse para
la cuantificacion de los diversos elementos quimicos.

Palabras clave: Microscopia Electronica de Transmision, condiciones instrumentales, microandlisis quimico, factores de pro-
: porcionalidad, silicatos. )

ABSTRACT

The Transmission Electron Microscope may be used in the TEM mode for the qualitative and. quantitative
chemical analysis of particles as small as 1 p and, using the STEM mode, down to some tens of A. This work
affords a complete description of sample preparation, both powder and ion milling, and also the best instrument
settings for. carrying out the microanalysis, using a Zeiss EM 10C microscope. The proportionality factors that
should be taken into account in calculating the chemical composition of the mineral are given, together with the
correct methods for quantifying the various chemical elements present.
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1. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas con el que se en-
frenta un Investigador de particulas de pequefio tama-
fio (<2 p, como es el caso de las arcillas y otros materia-
les afines) es el poder caracterizarlas quimicamente, tan-
to cualitativa como cuantitativamente. Este tipo de pro-
blema es ahora abordable con la ayuda de la Micros-
copia Electrénica de Transmisién (TEM), gracias a la
cual es posible observar y estudiar zonas de sélo unas
pocas decenas de A de didmetro.

Efectivamente, una de las sefiales que se generan
cuando un haz de electrones altamente acelerados in-

cide sobre una particula son rayos X caracteristicos de
los elementos presentes en la misma. Este hecho es par-
ticularmente interesante, pues dichos rayos se produ-
cen cuando se excita la muestra con la misma energia
e intensidad que las adecuadas para formar la imagen
de la particula. C

Por este motivo, numerosos équipos de Investiga-
dores (Chandler, 1977; Faulkner ef al,, 1977; Goldstein
et al, 1977; Hrun et al, 1979; Champness et al., 1981;
Williams, 1982, etc.) han estudiado durante los Gltimos
afios esta interaccion electrones-materia, gracias a lo
cual se han conseguido importantes avances en el dise-
fio de detectores, amplificadores y analizadores de los
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rayos X y en el establecimiento de las condiciones ins-
trumentales mds adecuadas de trabajo (basicamente ki-
lovoltaje, cuentas/segundo, tiempo de adquision, tama-
fio del spot minimo, etc.).

Los Servicios Técnicos de la Universidad de Gra-
nada disponen, en la actualidad, de un microscopio
Zeiss EM 10C que incorpora la posibilidad de efectuar
microandlisis mediante espectrometria de Energia Dis-
persiva de Rayos X (modelo Kevex 8000). De esta for-
ma, es posible obtener datos analiticos de particulas de
unas 2 micras de didmetro en modo TEM vy, tedrica-
mente, de zonas tan pequefias como 20 A en modo
STEM (imagen de transmisién construida mediante ba-
rrido con el haz de electrones).

En esta nota se recoge la metodologia empleada
para la puesta a punto del microandlisis en este micros-
copio, asi como las precauciones que el usuario ha de
tener y las limitaciones que este método de trabajo
posee.

2. DESCRIPCION DE LOS EQUIPOS

El detector de radiacién X consiste, esencialmen-
te, en un cristal semiconductor (diodo de silicio-litio)
situado en un angulo de 45° respecto a la muestra y
a una distancia horizontal variable entre 12 y 40 mm.

La resolucion espectral del sistema es de 150 ev, pu-
diéndose analizar elementos a partir del nimero ato-
mico 11 (Na), con limites de deteccién de aproximada-
mente 10 E-18 gr.

El microanalisis por EDX se puede efectuar alter-
nativamente en los modos TEM, SEM y STEM, inte-
grados en el mismo equipo. El microscopio incorpora
en la columna, ademas del detector de Rayos X, un de-
tector de electrones transmitidos (para la imagen STEM)
y otro de electrones secundarios (para la imagen SEM)
y la posibilidad del cambio del sistema de iluminacion
de la microscopia TEM (dos lentes condensadoras) a
la microscopia SEM/STEM (3 lentes condensadoras,
donde la lente objetivo se convierte en tercer conden-
sador), ademds del sistema de lentes deflectoras para
el barrido del haz sobre la preparacion.

El tipo de microanadlisis que se realiza puede va-
riar en funcion de las propiedades especificas de la
muestra y de los parametros técnicos variables seleccio-
nados en el microscopio que redundan en el tipo y can-
tidad de radiacién X emitida por la muestra. Algunos
de estos pardmetros somn:

— Potencial de aceleracién, regulable en pasos de
20-40-60-80 y 100 KV.

— Corriente de haz, regulable en cinco pasos y
con valores (en pA) diferentes segtin el potencial de
aceleracién seleccionado.

— Lentes condensadoras (fuerza de condensacion
del haz, o spot- size minimo) variable segiin condi-
ciones de modo TEM o SEM/STEM. En el primer
modo se consigue irradiar dreas comprendidas en-
tre 12 1y 0.75 p (en valores tedricos, segun el volta-
je seleccionado). En modo SEM/STEM, al poseer
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otra lente condensadora adicional, se pueden con-
seguir dreas minimas de decenas de A (véanse, a es-
te respecto, los tamafios de sonda obtenibles en la
tabla II)

— Aperturas de condensador, con tres posicio-
nes intercambiables (y sustituibles) y variaciones de
didmetro desde 400 hasta 20 pm.

TABLA I
Na: 445 Ca 0.85
Mg: 205 Ti 0.81
Al 119 M 0.73
Sic 1 Fe: 0.75
K: 0.94

Tabla I. Factores de proporcionalidad recomendados para el
equipo ZEISS EM 10C a 100 KV.

TABLA II
Sonda Paso en con- Paso en con-  Didmetro (en i)
(en A) densador | densador 2 de la apertura
de condensador
500 3 2 100
200 3 4 20
100 4 14 40
50 5 2 30
20 5 3l 50

Tabla II. Condiciones de trabajo Optimas para conseguir sondas
pequefias en modo STEM.

3. PREPARACION DE LA MUESTRA

Béasicamente existen tres formas de preparar una
muestra para su estudio quimico con el microscopio,
dependiendo del tamafio inicial de la particula a anali-
zar, de la coherencia del material y del problema espe-
cifico a investigar.

3.1. En polvo.

Es la técnica mas habitual. Unos pocos mg de
muestra se dispersan en agua destilada mediante el em-
pleo durante 15 minutos de ultrasonidos. Posteriormen-
te se deposita una gota, muy poco concentrada, de es-
ta suspensién en una rejilla (da buen resultado una de
300 mallas, como se aprecia en la figura 1). (1). En to-
do este proceso han de extremarse las precauciones pa-
ra no contaminar la muestra.

Otra cuestién importante es la naturaleza de Ia re-
jilla. En efecto, la utilizacion de rejillas standard de co-
bre implica la generacion de importantes lineas carac-
teristicas de este elemento en el espectro final, lo que

(1) La rejilla ha de llevar una pelicula de carbono como soporte.
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Fig. 1.-Aspecto general de sedimentos en TEM.

Fig. 1-General view of sediments in TEM. Bar = 2 p.

supone dos inconvenientes: la interferencia de la linea
L& CuconlaK xNay el incremento del fondo del es-
pectro, que puede enmascarar otros elementos presen-
tes en pequefia cantidad.

Por ello, es recomendable el empleo de rejillas
constituidas por elementos mds ligeros (en concreto, re-
jillas de Be y de nylon), que evitan este problema. La
carestia de las primeras las inutilizan como rejilla ruti-
naria de trabajo y, en el caso del nylon, su particular
disposicién del reticulado (ver figura 2) hace que éste
actde de escudo del detector de rayos X cuando se ana-
lizan particulas situadas préximas a algin hilo de nylon.

CARBONO
\

Cabre

Fig. 2.-Cortes transversales de rejillas de nylon (a) y de cobre (b) (to-
mado de Goodhew y Chescoe, 1980).

Fig. 2-Transversal sections of nylon (a) and copper (b) mesh (from
Goodhew and Chescoe, 1980).

3.2. Adelgazador idnico.

Esta modalidad es apropiada para particulas de ta-
mafio superior a 50 p obtenidas a partir de una seccién
delgada (preparada por medios mecanicos) del mate-
rial a estudiar. Permite seleccionar previamente un gra-
no concreto, con una orientacién aproximada, y es es-
pecialmente adecuada para el trabajo de alta resolucién
(HR). Debemos precisar, no obstante, que en este mi-
croscopio no puede efectuarse de forma simultdnea la
adquisién de datos analiticos y estructurales.

El adelgazamiento i6nico de las muestras se efec-
tia con un equipo de bombardeo iénico modelo Ga-
tan Dual Ion Milling. Sobre el grano seleccionado en
la ldmina delgada se sitia un aro de cobre (el orificio
es de didmetro y forma variable) que se adhiere a éste
utilizando un pegamento de cianoacrilato o similar. Con
la ayuda de un punzén muy fino se aisla la zona selec-
cionada y, mediante calentamiento posterior, se separa
de la lamina delgada. El aro de Cu y la muestra en él
contenida se colocan en una torreta giratoria del adel-
gazador, donde dos haces de iones de argdn van reti-
rando paulatinamente material de la parte superior e
inferior del conjunto aro-muestra (figura 3).

Las condiciones instrumentales de adelgazamien-
to son las siguientes:

Voltaje & tiempo

5 Kv 20° Hasta aparicién primer
orificio

3 Kv 15° 2 horas

2 Kv 12° 1 hora
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4 7

Fig. 3.-Esquema de funcionamiento del adelgazador ionico. Ay B:
etapas sucesivas. o = angulo de incidencia del haz sobre la
muestra.

Fig. 3.-Scheme of the Ion Milling in process. A and B: successive
stages; o« = angle of incidence of the ion beam.

3.3. Ultramicrotomo

Es una técnica especialmente destinada al estudio
analitico-estructural de los filosilicatos y, méas concre-
tamente, de los minerales de la arcilla.

La fraccién menor de 2 micras se embebe en una
resina segtin el método descrito por Eberhart y Tricki
(1972). Para ello se deshidratan diez miligramos de
muestra con 6xido de propileno y se mezclan con una
resina de baja viscosidad (60 cps) (Spurr, 1969). La mez-
cla se dispersa y se deja sedimentar uno o dos dias, con-
siguiendo con ello la orientacién de las particulas de
arcilla. Su polimerizacion se consigue a una tempera-
tura de 65° C. Finalmente se obtienen los cortes de 400
a 500 A perpendicularmente al apilamiento de las par-

ticulas planares, mediante un ultramicrotomo dotado
de cuchilla de diamante.

Las imdgenes obtenidas con el empleo de esta téc-
nica son similares a la mostrada en la figura 4.

En todos los sistemas de preparacion la muestra
debe ser cubierta con una fina pelicula de carbono (de
unos 100 A de espesor) para garantizar la conductivi-
dad eléctrica y térmica.

4. OPTIMIZACION DEL MICROANALISIS

Diversos equipos de trabajo (Goldstein et al, 1977;
Hrun et al, 1979; Champness et al, 1981; Williams,
1982; etc.) resaltan la importancia de optimizar las con-
diciones instrumentales para garantizar la bondad del
analisis y la reproducibilidad de los datos.

La primera precaucion que se debe tener es la eli-
minacién de la mayor parte de los rayos X generados
en la parte alta del microscopio (entre el Wehnelt y los
condensadores 1y 2). Por ello, se seleccionard un dia-
fragma de apertura de condensador pequefio (100 mi-
cras va bien) con el que se eliminan los haces de elec-
trones mds inclinados. El empleo de esta apertura y de
un diafragma Top Hat (grueso) son elementos que me-
joran ostensiblemente los resultados analiticos. De es-
ta forma, las cuentas detectadas si se focaliza el haz de
electrones sobre la pelicula de C han de ser del orden
de 20-40 cada segundo.

Fig. 4.-Corte mediante ultramicrotomo de arcillas orientadas.
Fig. 4.-Ultrasectioning of oriented clay minerals with diamond knife ultramicrotome.
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En relaci6n con el portamuestras, debemos sefia-
lar la conveniencia de que esté provisto de una cépsula
protectora de Be-C para eliminar, en lo posible, las se-
fiales de Cu, Zn y Ni debidas a la presencia de estos
elementos en la aleacién empleada en su fabricacidn.

Hemos comprobado que, para el microscopio Zeiss
EM 10C, las condiciones de trabajo éptimas de los pa-
rametros cuentas/segundo, tiempo muerto y tiempo de
adquisicién son, respectivamente, las siguientes: entre
1500 y 3000 c/s, 10-15% y 90-100 seg. Estas cifras han
sido obtenidas tras numerosos andlisis sobre diversos
minerales standard y coinciden aceptablemente con las
sugeridas para otros equipos analiticos (cf. Williams,
1982).

5. CALCULO DE LOS FACTORES DE
PROPORCIONALIDAD.

Es bien conocida la necesidad de calcular las cons-
tantes que relacionan el porcentaje de un elemento qui-
mico presente en una muestra con la intensidad de sus

lineas caracteristicas de R-X (Lorimer et al, 1977;

Champness ef al,, 1981; Gordon ef al, 1981; Isaacs et
al., 1981; Schreiber y Wims, 1981; Mellini y Menechini,
1985). Estas constantes, denominadas factores de pro-
porcionalidad, pueden deducirse de forma relativamente
sencilla a partir de la ecuacién de Cliff y Lorimer (1975):
Na/Nb- = Jab (Ia/Ib)
en donde Na = concentracion del elemento @ expresa-
da en nimero de dtomos; Ia = intensidad de la linea
caracteristica del elemento ¢ y Jab = factor de
proporcionalidad.

En nuestro caso hemos calculado estos factores pa-
ra diversos elementos quimicos presentes en silicatos,
empleando para ello los.mismos minerales standard uti-
lizados para la determinacidon de los factores de Melli-
ni y Menechini (1985) que nos fueron amablemente su-
ministrados por el Prof. M.Mellini.

Realizados los cdlculos, se ha constatado la vali-
dez para el microscopio Zeiss EM 10C y detector KE-
VEX 8000 de los factores de proporcionalidad estable-
cidos por Mellini y Menechini (op. cit,) para los elemen-
tos Al, K, Ca, Ti, Mn y Fe, resultando diferentes los
correspondientes a Na y Mg, debido a la diferente ab-
sorcion de la ventana del detector sobre los elementos
mas ligeros. La tabla I recoge los factores recomenda-
dos para 100 XV.

En la figura 5 se indica la relacidn entre los facto-
res de proporcionalidad (FP) y el nimero atémico (Z)
de los elementos. Esta curva es caracteristica para ca-
da Microscopio Electrénico, cada potencial de excita-
cion y cada detector. Los factores de proporcionalidad
de otros elementos quimicos tales como S, V y Cr pue-

RP | Y LEISS ENTOC

T T T T T T T T T ™
No Mg Al Si P S K Cu Ti V Cr Mn Fe

Fig. 5.-Relacién entre niimero atémico (Z) y factor de proporciona-
lidad (FP) para dos microscopios electromcos (medidas efec-
tuadas a 100 KV).

Fig. 5.-Relationship between atomic number (Z) and Proportiona-
lity factors (FP) at 100 KV for the Philips 400T and Zeiss EM
10C TEM.

den extrapolarse a partir de dicha curva.

6. REALIZACION DEL MICROANALISIS

A) Seleccion de las particulas adecuadas

En principio, cualquier particula visible en la reji-
lla puede ser analizada. No obstante, con objeto de mi- '
nimizar los efectos de absorcidn y fluorescencia, con-
viene elegir aquellas de un grosor menor o las partes
mas finas (generalmente las mds externas) de particu-
las de mayor espesor. Como regla general, ésta debe ser
tal que permita obtener una figura visible de difraccién
de electrones. Una forma répida de comprobacién del
espesor de la particula seleccionada se consigue, en mo-
do STEM, mediante el analisis del contraste.

Igualmente, ha de evitarse el analizar particulas su-
perpuestas, dado que en tal caso no se tiene seguridad
sobre la procedencia de los rayos X y probablemente
se analizan fases mixtas.

Por otra parte, debe hacerse hincapié en la no con-
veniencia de efectuar microandlisis sobre particulas pro-
ximas al enrejado de la rejilla, debido al efecto “‘escu-
do’’ que éste ejerce sobre el detector y la interferencia
—Va citada— del Cu en el andlisis. Este hecho es par-
ticularmente molesto en modo TEM, pues el spot mi-
nimo de analisis es de 1. . En modo STEM la interfe-
rencia es menor, ya que se trabaja con sondas de 500
A o incluso més finas.

Para finalizar este apartado, debemos indicar que
si la particula problema est4, por necesidad de orien-
tacién de la misma, montada en el portamuestras go-
njométrico (caso bastante usual si se trabaja con mues-
tras adelgazadas para estudios de alta resolucién) el mi-
croanalisis no es posible.

B) Posibilidades y limitaciones de los modos TEM
y STEM.

Una de las grandes limitaciones de la realizacién
de microandlisis EDX en modo TEM en este equipo es
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la imposibilidad de obtener una buena resolucion es-
pacial en el andlisis, por lo que hay que seleccionar dreas
de andlisis relativamente grandes (= 1 p). Sin embar-
go, esta cuestion puede ser subsanada en parte por la
posibilidad de analizar en modo STEM sin necesidad
de cambiar de portamuestras, obteniéndose una reso-
lucién ‘espacial de decenas de A. Se debe indicar, no
obstante, que si se trabaja a grandes aumentos, este paso
es bastante complicado pues se produce una deriva im-
portante de la muestra.

En resumen, el modo TEM posee mejor resolucion
de iméagenes (3.4 A) y peor resolucion de analisis (1 1),
al contrario que el modo STEM, para el cual las cifras
de resolucién son, respectivamente, 50 A y hasta 20 A
(véase la tabla II).

C) Cuantificacion de los elementos quimicos.

Se realiza con la ayuda de un ordenador acoplado
al detector KEVEX. El procedimiento de rutina es co-
mo sigue:

— Adaquisicion del espectro.

Efectuada bajo las condiciones ya comentadas de
1500-3000 cuentas/segundo, 10-15% de tiempo muer-
to y 100 segundos de adquisicién de cuentas.

— Sustraccion del fondo del espectro

La experiencia de los firmantes ha demostrado que,
en una primera fase, es conveniente realizar esta opera-
cién de forma manual. Para ello se seleccionan diver-
sas posiciones en el fondo del espectro (de 7 a 10 pun-
tos), interpolando el ordenador otras posiciones y ob-
teniéndose finalmente una linea de fondo adecuada para
ese espectro concreto.

Esta operacién puede automatizarse si los distin-
tos andlisis previstos se realizan sobre muestras homo-
géneas o de composicion quimica similar, mediante el
establecimiento de un fondo standard que se ajusta al
espectro de la particula problema gracias a un proceso
de normalizacidn.

— Seleccion de las ventanas

Se trata de elegir de forma precisa los limites iz-
quierdo y derecho (en KeV) del pico K «caracteristico
de cada elemento presente. En concreto, los intervalos
considerados como los més adecuados vienen recogi-
dos en la tabla III.

TABLA III
Na 094113 Ca 3.53-386
Mg L4138 Ti 440463
Al 139161  Mn: 5.80-6.00
Si: 162193 Fe  6.286.59

K 319347

Tabla 111. Limites izquierdo y derecho (en KeV) de las ventanas se-
leccionadas para el cdlculo de la formula mineralégica.

— Medida de las dreas de los distintos picos
Una vez fijadas las ventanas se procede a medir
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sus dreas con la ayuda de un cursor.

Todo este proceso (sustraccién del fondo, seleccion
de ventanas y medida de dreas) puede realizarse de for-
ma totalmente automatica mediante la adaptacion pa-
ra cada caso del programa siguiente, realizado para
silicatos:

RUN/EXE, SILICATO, PRO/ESC, I/L, 3, 1, NA,
MG, AL, SI, K, CA, TI, MN, FE, REC/B AC, SILI-
CATO, BAC/NOR; 2, AUTO, BAC/SUB,
DEC/IN/TY/1, NA,. 94, NA, 2, 1. 13, MG, 1, 1. 14,
MG, 2, 1. 38, AL, 1, 1. 39, AL, 2, 1. 61, S], 1, 1. 62,
SI, 2,1.93,K, 1, 3. 19, K, 2,3.47, CA, 1, 3. 53, CA,
2, 3. 86, TI, 1, 4. 40, T1, 2, 4. 63, MN, 1, 5. 80, MN,
2, 6 ,00, FE, 1, 6. 28, FE, 2, 6. 59.

7. SENSIBILIDAD DE LA TECNICA

El microandlisis mediante un Microscopio Electré-
nico de Transmision permite detectar un elemento si su
concentracion es superior al 0.3% en peso.

El error del método es del orden de + 5% de la
proporcidon molar para elementos con Z>12 (Mg) y de
+30% para el Na.

Esta técnica se revela como la mas apropiada para
el estudio analitico de los distintos componentes mine-
rales de sedimentos, suelos y otros materiales no con-
solidados, que presentan generalmente tamafios de par-
ticula inferior a 2 pi. Otras técnicas que poseen mejores
limites de deteccion y sensibilidad, como es el caso de
la microsonda electrénica (cf. Scott y Love, 1983), no
garantizan resultados reproducibles en tales materiales,
dado que su sonda minima es del orden de 1 p . De
esta forma, la presencia de agregados minerales e in-
tercrecimientos a pequefia escala no son detectados.

8. EJEMPLO DE CALCULO DE LA
FORMULA MINERALOGICA.

La conversion de las cuentas correspondientes a ca-

Int.

Fig. 6.-Espectro de una esmectita.
Fig. 6.-Spectrum of a smectite.
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Ele- Cuentas Relacién X Factor

mento medidas con Si de prop. X 3.467
Mg 412 0.0359 0.0736 026
Al 4998 0.4364 0.5193 1.80
Si 11452 1 1 347
K 1205 0.1052 0.0989 0.34
Ca 475 0.0415 0.0353 0.12
Mn 120 0.0105 0.0076 0.03
Fe 3+ 2320 0.2026 0.1519 053
Total cargas positivas; 6.3455

Nimero de cargas negativas tedricas en esmectitas: 22
Atomos de Si por media celdilla unidad: 22/6.3455 = 3.467
Férmula calculada;

(Sirer Aloss) On (Alir Fenss Mgos Mnogs) (OH)z (Ko Caonz)

da elemento usando los factores de proporcionalidad
calculados permite establecer la férmula de minerales
relativamente complejos desde el punto de vista quimi-
co. A modo de ejemplo, en la figura 6 se recoge el es-
pectro de una esmectita, a partir del cual se ha deter-
minado su férmula estructural.
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